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TRPM8 通过 cAMP-PKA/UCP4 信号 调控 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 诱 


导 的 人 利 经 元 凋 亡 


李 宏 维 , 周 斌 , 张 海 鸿 


兰州 大 学 第 二 医院 甘肃 省 骨 关 节 疾 病 重点 实验 室 ,甘肃 兰州 730000 


摘要 :目的 探究 TRPM38 在 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 诱导 神经 元 PC12 细 胞 凋 亡 中 的 分 子 机 制 。 方 法 体外 建立 氧 糖 剥 夺 / 复 糖 复 氧 模 


el 


型 模拟 脊 舌 缺 血 再 灌注 损伤 , 流 式 细胞 仪 检测 PC12 细胞 的 凋 亡 ,RTPCR 和 western blot 检 测 TRPM8、UCP4 和 cAMP、p-PKA、 


Bax Bcl-2 的 表达 变化 ;向 PC12 细胞 分 别 加 入 AMTB (TRPM8 阻 断 剂 ) 和 转 染 UCP4 质粒 , western blot 检测 cAMP p-PKA、 
UCP4 .Bax Bcl-2 的 表达 水 平 ;抑制 PKA 信 和 号 ,检测 UCP4 .Bax .Bcl2 的 蛋白 表达 水 平 。 结 果 氧 糖 隶 夺 / 复 糖 复 氧 导 致 消 髓 神经 
元 PC12 细胞 发 生 凋 亡 ,TRPM8 过 表达 ,UCP4 表 达 下 降 ,抑制 cAMP-PKA 信和 号。 抑制 TRPM8 表达 , 则 细胞 凋 亡 减少 ， 


cAMP-PKA 信 号 被 激活 ， 


UCP4 的 表达 有 所 恢复 。 抑 制 TRPM8 和 cAMP-PKA 信 号 ,UCP4 的 表达 减少 ,细胞 凋 亡 增加 。 结 论 


在 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 模型 中 ,PC12 细 胞 TRPM8 过 表达 , 目 通 过 cAMP-PKA/UCP4 诱 导 神 经 元 PC12 细 胞 凋 亡 。 
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TRPM8 mediates PC-12 neuronal cell apoptosis induced by oxygen-glucose deprivation 


through cAMP-PKA/UCP4 signaling 
LI Hongwei, ZHOU Bin, ZHANG Haihong 


Orthopaedics Key Laboratory of Gansu Province, Second Hospital of Lanzhou University, Lanzhou 730000, China 


Abstract: Objective To explore the molecular mechanism responsible for apoptosis of PC-12 neuronal cells induced by 
Oxygen-glucose deprivation (OGD). Methods PC12 cells were exposed to OGD for 24 h to simulate ischemia-reperfusion 


injury. Flow cytometry was employed detect the cell apoptosis, and the expresions of TRPMS8, UCP4, cAMP and PKA in the 
exposed cells were detected with RT-PCR and Western blotting. The changes in the expressions of Bax, Bcl-2, cAMP, PKA and 
UCP4 proteins were detected in the exposed cells in resposne to inhibition of TRPM8 and cAMP-PKA signal or 
over-expression of UCP4. Results OGD for 24 induced obvious apoptosis in PC-12 cells and caused TRPMS8 over-expression 
and inhibition of UCP4 and cAMP-PKA signaling. Inhibiting TRPM8 expression reduced the cell apoptosis and up-regulated 
cAMP, p-PKA and UCP4 in the cells exposed to OGD. mm cells exposed to OGD, inhibition of TRPM8 and cAMP-PKA signaling 
suppressed the expressio of UCP4 and increased the cell apoptosis. Conclusion TRPM8 mediates OGD-induced PC12 cell 


apoptosis through cAMP-PKA/UCP4 signaling. 
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疹 髓 损伤 (SCID) 一 直 是 困扰 医学 界 的 一 大 难题 , 疹 
髓 缺 血 再 灌注 损伤 (SCID) 作 为 原 发 性 消 髓 损伤 后 的 继 
发 性 损害 是 造成 神经 细胞 损伤 的 一 个 重要 因素 "”， 
它 是 指 一 些 导 致 消 髓 缺 血 因素 去 除 后 , 浓 髓 恢复 供血 ， 
神经 功能 在 原 缺 血 损伤 基础 上 进一步 加 重 ,甚至 出 现 不 
可 逆 性 脊髓 神经 元 迟 发 性 死亡 的 现象 ”。 

瞬时 受 体 电位 (TRP) 超 家 族 是 一 组 非 选 择 性 阳 离 
子 通道 ,包括 8 个 成 员 ,TRPM1~8“。 最 新 研究 发 现 ， 
TRPM8 不 仅 对 低温 刺激 敏感 ” ,而且 还 可 能 参与 炎症 
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和 神经 性 疼痛 的 痛觉 调控 ,可 作为 治疗 神经 性 疼痛 的 新 
靶 点 所 。TRPMS8 参与 调节 细胞 生长 和 死亡 过 程 ,具有 
重要 的 临床 和 药理 学 研究 价值 5 。UCP 是 线粒体 内 膜 
上 的 一 种 具有 调节 质子 跨 膜 作 用 的 特殊 蛋白 质 ”…”" , 目 
前 已 经 发 现 5 种 UCPs, 存 在 于 中 枢 神 经 系统 的 是 
UCP2、UCP4 和 UCP5。 人 研究 表明 ,UCP2 基因 敲 除 的 小 
鼠 较 正常 小 鼠 大 脑 线粒体 在 氧化 应 激 下 能 够 产生 更 多 
的 ROS,UCP3 过 表达 显著 降低 细胞 衰老 诱导 的 ROS 的 
产生 "。UCP4 可 能 参与 了 脑 缺 血 再 灌注 损伤 的 病理 过 
程 ,其 表达 的 降低 可 能 影响 细胞 内 活性 氧 量 的 变化 ”。 
TRP 家 族 中 TRPM2/TRPM7 和 TRPM4 与 缺 血 性 
损伤 的 关系 密切 ,可 参与 缺 血 性 脑 损伤 的 发 生发 展 
过 程 呈 4 ,而 TRPMS8 与 TRPM2 属 于 同 源 性 分 子 ， 
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TRPM8 可 调节 细胞 的 生长 和 死亡 ,参与 炎症 反应 5 ， 
此 我 们 猜测 TRPM8 可 能 与 脊髓 缺 血 再 灌注 损伤 诱导 的 
神经 细胞 凋 亡 具有 相关 性 ,因此 ,本 研究 在 体外 建立 氧 
糖 剥 夺 / 复 糖 复 氧 模 型 模拟 消 髓 缺 血 再 灌注 损伤 ,探讨 
TRPM8 对 痊 髓 神经 元 PC12 细 胞 凋 亡 的 影响 及 可 能 的 
分 子 机 制 。 


1.1 材料 和 方法 
1.1 细胞 

PC12 神 经 元 细胞 , 购 自 美国 模式 培养 物 保藏 所 
(American Type Culture Collection, ATICC )。 
1.2 主要 试剂 

DMEM 培养 液 .无 糖 DMEM 培养 液 . 胎 牛 血清 
(Fetal Bovine Serum, FBS)(Gibco, 美 国 );TRPM8 抗 体 
(英国 Abcam 公司 ),UCP4 抗 体 (Santa Cruz, 美 国 )， 
PKA 抗 体 .p-PKA 抗 体 .Bax 抗 体 .Bcl-2 抗 体 和 B-actin 
抗体 , 羊 抗 兔 Ig G( 北 京 中 杉 金 桥 ); 空 白质 粒 载体 、 
UCP4 质粒 载体 (Santa Cruz, 美 国 ) ;Lipofectamine™ 
2000(Invitrogen,Inc.);PKA 抑制 剂 H-89、TRPM8 特异 
性 阻 断 剂 AMTB (Sigma, 美 国 );Annexin V-FITC/PI 细 
胞 镁 亡 检测 试剂 盒 (南京 凯 基 生物 );ECL 化 学 发 光 检 测 
试剂 盒 (Pierce, 美 国 ); 预 染 和 蛋白 Marker (MBI 公 司 )。 
其 余 常规 生物 化 学 试剂 为 Amresco 或 Sigma 分 装 , 购 自 
北京 易 国 生物 技术 有 限 公 司 
1.3 细胞 培养 与 分 组 

PC12 神 经 细胞 用 DMEM 培养 液 (10% FBS) 培 养 
9 % .5% CO: 铸 箱 ,选用 对 数 生 长 期 的 细胞 进行 实 
验 。 实 验 分 为 :正常 组 (Con) , 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 组 
(OGD/R),OGD/R+AMTB 组 :向 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 的 
细胞 中 加 入 TRPM8 抑制 剂 AMTB(10 mmol/L) ,培养 
24 h;OGDAR+AMTB+H-89 组 :向 氧 糖 刊 夺 / 复 糖 复 氧 
的 细胞 中 加 入 TRPM8 抑制 剂 AMTB (10 mmolL) 和 
PKA 抑 制剂 H89(40 umoyL) , 共 培 养 24 h;OGD/R+ 
AMTB+NC 组 .OGD/R+AMTB+UCP4 plasmid 组 、 
OGD/R+NC 组 .OGD/R+UCP4 plasmid 组 :分 别 转 染 空 
质粒 (CNC) 或 UCP4 质 粒 载 体 , 待 细胞 转 染 48 h 后 ,建立 
OGD/R 模 型 ,按照 分 组 。 
1.4 质粒 转 米 

采用 Lipofectamine™ 2000 试剂 盒 进 行 质粒 转 

。 使 用 100 4L 无 血清 培养 基 , 稀 释 1.0 hg 质 EN 
中 UCP4 重 组 质粒 或 空 载体 对 照 ) , 轻 轻 振 摇 使 之 混合 均 
匀 ; 将 5 nL Lipofectamine™ 2000 稀释 到 100 屿 无 血 
清 的 培养 基 中 , 混 匀 ;将 稀释 的 质粒 DNA( 
粒 或 空 载体 对 照 ) 和 稀释 Lipofectamine™ 2000 混合 
一 起 (总 体积 为 200 pL), 向 PC12 向 攀 寺 状 沪 中 加 入 质 
粒 和 Lipofectaminen' 2000 的 混合 液 , 转 染 48 h。 收 集 
细胞 提取 总 蛋白 ,检测 UCP4 的 表达 , 若 显 车 过 表达 , 则 


表明 转 染 成 功 。 
1.5 细胞 培养 与 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 (OGD/R) 模 型 的 

建立 

按照 分 组 处 理 细胞 后 ,无 糖 DMEM 培养 液 洗涤 2 
遍 , 将 培养 基 更 换 为 无 糖 DMEM ,快速 放 人 三 气 缺 氧 箱 
(94% N;,0.5% 0;,5% CO,,37 C) 培 养 6h, 换 回 正常 培 
养 基 , 放 人 37 C5% CO:; 孵 箱 继续 培养 24 h ,模拟 再 灌 
注 损 伤 “7 。 
1.0 流 式 检 测 1 细胞 凋 亡 

收集 各 组 细胞 ,用 冷 PBS 清洗 后 ,加 入 500 LL 绥 
冲 液 调整 细胞 至 1x10%mL, 加 入 5 nL AnnexinV-FITC 
室温 避 光 孵育 15 min, 立即 加 入 5 pL PI 室温 避 光 继续 
孵育 5 min , 流 式 细胞 仪 进行 检测 。 
1.7 RTPCR 技 术 

收集 各 组 细胞 ,Trizol 法 提取 细胞 总 RNA, Qiagen 
RNasey Mini Kit 检测 RNA 纯度 。 首 转录 后 进行 PCR 
反应 ,TRPM3 的 引物 5-ACTCAGAAGGCTGAGGT 
ACA-3', 5-TTCAGTCGGAGTCTCACTCT-3'; UCP4 
的 引物 5-TAACCAAGGGAACCACAACATAC-3', 
5-TTGTAGAAAGAGGGAAAAGGACC-3';B-actin 的 
引物 5-CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC-3', 5- 
TAAAGACCTCTATCATCAACACAGT-3'。 条 件 为 预 
变性 94%C 5 min,94 %C 30 S,60% 30 S,72 %C 1 min, 
72 % 10 min,30 个 循环 。 产 物 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 , 凝 胶 成 
像 仪 进行 图 像 和 条 带 灰 度 分 析 。 
1.8 Western blotting 分 析 

收集 各 组 细胞 ， 提取 总 蛋白 ,BCA 法 进行 蛋白 定 
量 。 总 蛋白 经 SDS-PAGE 电泳 分 离 后 转移 至 NC 膜 ， 
5% BCA 封闭 1 h, 封 闭 后 的 滤 膜 再 与 TRPM8 抗体 、 
UCP4 抗 体 .PKA 抗体 .CAMP 抗 体 (1:500) 及 Bax 抗 
体 .Bcl-2 抗 体 、B-actin 抗体 (1:200)4 % 孵 育 过 夜 。 经 
TBST 洗 涤 后 ,HRP 标记 的 免 抗 山羊 Ig G 或 羊 抗 兔 Ig 
G 作为 二 抗 (1:2000) 室 温 孵 育 2 h, 洗 膜 后 ,ECL 化 学 
发 光 法 显影 成 像 。 
1.9 数据 分 析 

采用 SPSS17.0 统计 软件 分 析 。 数 据 以 均 数 + 标准 
差 表示 ,两 组 间 比 较 采 用 检验。 多 组 间 差 异 采用 方差 
分 析 , 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


结果 

2.1 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 对 神经 元 细胞 TRPM8 和 UCP4 
表达 的 影响 

RT-PCR 和 Western blot 方 法 检测 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 
氧 后 PC12 细 胞 中 TRPM8 和 UCP4 的 表达 变化 ,结果 如 
图 1, 和 正常 组 相 比 , 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 后 TRPM8 的 
mRNA 和 蛋白 表达 均 显 著 增强 ,而 UCP4 的 表达 被 抑制 
(P<0.05)。 


201801.00662Vv1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2016, 36(9): 1265-1270 * 1267: 


A 
_6 sCons OGB/R B C sCons OGB/R 
昌 5 TRPM8 呈 40 
4 E 30 
Up 0 
2 2.0 

: 2 B.S 

Con OGB/R 名 0 

TRPMS8 UCP4 TRPMS8 


1 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 诱导 的 神经 元 细胞 TRPM8 和 UCP4 的 表达 
Fig.1 Expression of TRPM8 and UCP4 mRNA (A) and proteins (B, C) in PC12 cells with OGD for 24 h detected with RT-PCR and 
Western blotting. *P<0.05 vs control group. 


2.2 TRPM8 对 和 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 诱导 神经 细胞 凋 亡 的 子 Bax 表 达 上 调 , 抑 凋 亡 因 子 Bcl-2 下 降 ( 图 2C.D,P< 

影响 0.05)。 抑 制 TRPMS8 的 表达 , 则 细胞 凋 亡 率 显 著 下 降 ， 
流 式 细胞 术 检 测 细胞 凋 亡 ,结果 发 现 , 氧 糖 剥夺 Bax 表 达 明 显 下 降 ,Bcl-2 增 加 (P<0.05)。 表 明 TRPM8 可 

糖 复 氧 诱导 了 细胞 凋 亡 (图 2A.B,P<0.05), 且 促 调 ~ 能 与 氧 糖 剥 夺 / 复 糖 复 氧 诱 导 的 神经 细胞 的 凋 亡 相关 。 


OGD/R OGD/R+AMTB 
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图 2 TRPM8 对 氧 糖 剥夺 / 复 糖 复 氧 后 神经 细胞 凋 亡 的 影响 
Fig.2 Effect of TRPM8 on apoptosis of PC12 cells exposed to OGD. A, B: Cell apoptotic rate measured with flow cytometry; C, D: 
Bax and Bcl-2 protein expressions. *P<0.05 vs control group; ‘P<0.05 vs OGD group. 


2.3 TRPM8 通 过 cAMP-PKA 信 号 调控 UCP4 的 表达 cAMP-PKA 信号 通路 被 抑制 。 进 一 步 探 究 发 现 , 抑 制 


文献 报道 TRPM8 可 通过 PKA 磷 酸化 调节 UCP1 
的 表达 中 ,而 UCP4 与 UCP1 属于 同 家 族 和 蛋白, 且 在 
OGD/R 诱 导 的 PC12 细胞 中 UCP4 被 抑制 ,因此 猜测 
TRPM8 与 UCP4 之 间 可 能 也 存在 着 联系 (图 3A,B)， 
OGD/R 诱导 p-PKA 和 cAMP 蛋白 表达 下 降 ,说 明 


TRPM8 的 表达 ,p-PKA .cAMP 的 表达 水 平 明 显 提 高 ， 

且 UCP4 的 表达 也 增强 ;同时 抑制 TRPM8 和 

cAMP-PKA 信号 ,UCP4 的 表达 显著 下 调 图 3C,P< 

0.05)。 综 合 以 上 结果 可 知 ,TRPM8 可 通过 cAMP-PKA 
言 号 调控 UCP4 的 表达 。 
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2.4 TRPM8 通过 cAMP-PKA/ UCP4 调控 PC12 细胞 
凋 亡 

进一步 探究 TRPM8 与 细胞 凋 亡 的 相关 性 。 转 染 
UCP4 质 粒 载体 ,通过 western blot 检 测 细胞 UCP4 的 蛋 
白 表 达 , 发 现 其 显著 性 过 表达 ,表明 转 染 成 功 。UCP4 过 
表达 , 则 Bax 显 著 下 调 ,Bcl-2 表 达 增 加 (图 4A.B,P<0.05); 
同时 抑制 TRPM8 和 cAMP-PKA 信 号 ,结果 发 现 Bax 表 
达 增 加 ,Bcl-2 的 表达 明显 减少 ;抑制 TRPM8 且 过 表达 
UCP4, 检测 细 胞 凋 亡 相关 因子 ,Bax 的 表达 减少 而 
Bcl-2 明 显 增加 (图 4C.D,P<0.05)。 由 此 可 知 ,TRPM8 
可 通过 cAMP-PKA/UCP4 调 控 PC12 细 胞 的 凋 亡 。 


3 讨论 

消 髓 缺 血 再 灌注 损伤 是 一 种 常见 的 临床 病理 生理 
过 程 ,可 造成 严重 后 果 "” 闻 ,对 痊 髓 VR 损伤 的 机 制 探 讨 
的 缺乏 是 探索 新 防治 方法 的 障碍 之 一 。 目 前 认为 ,在 疹 
髓 缺 血 再 灌注 损伤 中 神经 细胞 凋 亡 起 重要 作用 。 本 实 
验 以 OGD/R 模 型 在 体外 模拟 疹 髓 缺 血 再 灌注 损伤 , 探 
究 TRPM8 在 神经 元 细胞 凋 亡 中 的 分 子 机 制 。 

TRPM 是 细胞 膜 上 的 一 类 重要 的 非 选 择 性 阳离子 
通道 超 家 族 , 根 据 同 源 性 分 为 4 组 ,TRPM1 和 TRPM3， 
TRPM2 和 TRPM8, TRPM4 和 TRPM5, TRPM6 和 
TRPM7""。 研 究 表 明 ,TRPM2/TRPM7 和 TRPM4 与 
缺 血 性 损伤 的 关系 密切 ,这些 受 体 通过 对 钙 离 子 的 调 
控 ,参与 了 缺 血 性 脑 损伤 的 发 生发 展 过 程 2 。 
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图 3 western blot 检 测 p-PKA、PKA、cAMP 
和 UCP4 的 蛋白 表达 水 平 

Fig.3 Western blotting of p-PKA, cAMP (A, 
B) and UCP4 (C) protein expressions in 
PC-12 cells with different treatments. *P<0.05 
vs control group; ‘P<0.05 vs OGD group; “P< 
0.05 vs OGD+AMTB group. 


TRPMS 不 仅 对 低温 刺激 敏感 ,而 且 还 可 能 参与 炎症 和 
神经 性 疼痛 的 痛觉 调控 ,还 参与 调节 细胞 生长 和 凋 亡 的 
过 程 鸣 。TRPM8 与 TRPM2 属于 同 源 性 分 子 ,因此 本 实 
验 想 要 探究 TRPM8 在 疹 髓 缺 血 再 灌注 诱导 神经 元 细胞 
凋 亡 中 的 作用 。 前 期 研究 结果 表明 ,在 OGD/R 模 型 中 
TRPM8 显著 过 表达 ;抑制 TRPMS8 ,发现 PC12 细 胞 的 凋 
亡 显著 减少 , 促 凋 亡 因子 Bax 的 表达 下 降 , 抑 凋 亡 因子 
Bcl-2 和 蛋白 表达 增强 。 表 明 TRPM8 可 能 参与 了 OGD/R 
损伤 导致 的 神经 细胞 凋 亡 。 

UCP4 是 线粒体 内 膜 上 的 一 种 具有 调节 质子 跨 膜 
作用 的 特殊 蛋白 质 ,UCP4 激 活 后 可 以 通过 调节 神经 元 
能 量 等 机 制 起 到 神经 保护 作用 ,以 及 脑 细 胞 氧化 应 激 调 
节 等 作用 四。 脑 处 于 氧化 应 激 状 态 时 ,UCP4 可 通过 降 
低 ROS 而 产生 抗 氧化 作用 ,还 可 能 参与 细胞 增殖 , 凋 亡 
等 细胞 损伤 过 程 ”。 本 实验 发 现 , 和 正常 培养 条 件 比 
较 ,OGD/R 损 伤 导致 PC12 细 胞 UCP4 的 表达 受 损 ; 转 
染 质 粒 使 UCP4 过 表达 , 则 Bax 的 蛋白 表达 下 降 ,Bcl-2 
显著 过 表达 ,PC12 细 胞 的 凋 亡 减少 ,由 此 猜测 UCP4 可 
能 也 参与 OGD/AR 损伤 导致 的 PC12 细 胞 凋 亡 。 

进一步 探究 TRPM8 和 UCP4 对 OGD/R 损 伤 导致 
的 神经 元 细胞 凋 亡 的 作用 机 制 。 已 有 文献 研究 报道 ,提高 
海马 组 织 cAMP 含 量 .促进 PKA 磷酸 化 ,激活 cAMP- 
PKA-CREB 信 号 转 导 通 路 ,可 以 保护 神经 元 “3; 抑制 
PKA ERK1/2 .CREB 和 蛋白 磷酸 化 水 平 会 诱导 大 忌 海 马 
神经 细胞 润 亡 ”。 本 文 的 实验 结果 表明 (图 3),PC12 细 
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图 4 TRPM8 通 过 cAMP-PKA/UCP4 调 控 PC12 细 胞 凋 亡 
Fig.4 TRPM8 mediates OGD-induced PC12 cell apoptosis through cAMP-PKA/UCP4 signaling. A, B: 
Western blotting of Bax and Bcl-2 protein expressions. *P<0.05 vs negative control (NC) group. ‘P<0.05 vs 


OGD group. “P<0.05 vs OGD/R+AMTB group. 


胞 经 氧 糖 剥夺 6 上 青 复 糖 复 氧 24 h,cAMP 和 p-PKA 的 
表达 和 正常 组 比较 有 所 下 降 , 说 明 OGD/R 严重 抑制 
cAMP-PKA 信和 号 的 激活 ;抑制 TRPMS8， | 
cAMP-PKA 信 号 有 所 恢复 ,上 且 UCP4 的 表达 增加 ,名 
凋 亡 减少 ;同时 抑制 TRPM8 和 cAMP-PKA 信号， 0 
UCP4 的 表达 明显 下 降 ,细胞 凋 亡 增加 (图 4)。 综 上 所 
述 ,抑制 TRPM8 可 激活 cAMP-PKA/UCP4 信 号 ,从 而 
调控 OGD/R 损 伤 导致 的 疹 髓 神经 细胞 凋 亡 。 

本 研究 只 是 初步 探讨 了 TRPM38 在 痊 髓 缺 血 再 灌 
注 损 伤 诱导 的 神经 细胞 凋 亡 中 的 作用 ,今后 还 需要 进 一 
步 深 入 研究 他 在 疹 髓 损伤 中 的 分 子 机 制 , 为 治疗 疹 髓 损 
伤 提供 新 的 分 子 依据 和 地 点 。 
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